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 一方、我が国においては、諸外国の動きも受けて、平成 7 年度（1995 年
度）から家畜病原細菌の薬剤耐性調査を開始し、平成 12 年度からは家畜衛
生分野における薬剤耐性モニタリング体制(JVARM: Japan Veterinary 







産領域での抗菌剤等抗菌性物質の使用量を、2001 年度と 2011 年度で比較す
ると飼料添加物として 2001 年は 233 トン、一方 2011 年度は 234 トン、動物
用医薬品としては 2001 年で 1,059 トン、一方 2011 年度は 781 トンで、これ
らを合計した使用量は 2001 年度が 1,292 トンで、2011 年度は 1,015 トンと
減少傾向にある[7、8]。しかしながら、2012 年度に我が国で使用された抗
菌物質等の抗生物質の合計 1,693 トンの内飼料添加用に 175 トン、家畜の治













































































































Salmonella Typhimurium と Salmonella Choleraesuis の 2 血清型と考えら
れている [13]。前者は主に下痢を発症し、後者は主に敗血症や肺炎を発症さ
せる。S. Typhimurium を原因とした下痢は我が国でも頻繁に認められ、我
が 国 の 養 豚 場 の 下 痢 便 か ら Salmonella の 分 離 を 試 み た 試 験 で は S. 
Typhimurium が最も高率に分離されている [16]。さらに、S. Typhimurium
はヒトの Salmonella を原因とした食中毒事例からも頻繁に分離されている
[32]。日本では、2011 年度と 2010 年度に蒸し豚が原因のヒトのサルモネラ
食中毒事例が発生しているが［33］、豚肉を原因としたヒト食中毒事例は少
なく、豚肉からの Salmonella 分離率も 1~3%と低い値を示している［34］。





Salmonella の中でも、豚とヒトの両方で注目される S. Typhimurium を用
いた感染系の確立を目指した。  
 現在報告されている豚を用いた Salmonella 感染試験の多くは、肥育期の
豚を対象としている。その背景には、EU 諸国では養豚場で下痢を伴う豚
















一方、我が国では下痢を伴う豚 Salmonella 症が発生しており [16]、その
好発時期が離乳後であることから、EU 諸国の取り組みとは別に、離乳期の
臨床症状を伴った Salmonella 症の対策を提案する必要がある。過去に離乳











 供試豚：21 日齢あるいは 22 日齢の SPF 豚 20 頭を当所に導入し、馴致期
間中に糞便検査により Salmonella 陰性を確認し、試験に供試した。  
 
 供試菌株：それぞれ異なる野外養豚場から分離された S. Typhimurium-5 
(ST-5)株、S. Typhimurium-8 (ST-8)株  、S. Typhimurium-64 (ST-64)株  お
よび S. Typhimurium-116 (ST-1116)株それぞれに当所でリファンピシン耐




にそれぞれ発育させ、発育した各株の単一コロニーを 200mL の SCD 液体
培地にそれぞれ接種し 37℃で 5 時間振盪培養した後に、培養液の菌濃度を
PBS で調整し、最後に等量の 20% Skim Milk と混合して接種菌液として供
試した。  
 
 感染試験：供試豚を導入時に各区 5 頭の 4 区（ST-5 株区、ST-8 株区、ST-64
株区および ST-116 株区）に分け、5 日間の馴致期間を経た 26 日齢あるいは
27 日齢時に、4 区それぞれに異なる S. Typhimurium 株を経口で接種した。
具体的には、ST-5 株区では ST-5 Rifr 株を 1 頭あたり 4.1×109CFU/mL を
10mL、ST-8 株区では ST-8 Rifr 株を 1 頭あたり 2.6×109CFU/mL を 10mL、
ST-64 株区では ST-64 Rifr 株を 1 頭あたり 2.0×109CFU/mL を 10mL、




検は経時的に実施し、接種後 3 日目、7 日目および 14 日目に各区からそれ











発育させた ST116Rifr の単一コロニーを 200mL の SCD 液体培地に接種し
37℃で 5 時間振盪培養した後に、その培養液の菌濃度を PBS で調整し、最
後に等量の 20% Skim Milk と混合して接種菌液として供試した。  
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感染試験：導入時に供試豚を各区 5 頭の 3 区（ST-9 区、ST-7 区および
ST-5 区）に分け、7 日間の馴致期間を経た 35 日齢時に 3 区それぞれに異な
る菌数の ST116Rifr を経口で接種した。具体的には、ST116Rifr を ST-9 区
では 1 頭あたり 3.2 ×108CFU/mL を 10mL、ST-7 区では 1 頭あたり 3.2×
106CFU/mL を 10mL および ST-5 区には 1 頭あたり 3.2×104CFU/mL を










正常便をスコア 0、軟便をスコア 1、下痢便をスコア 2 とした。  
 
 糞便中および腸管内容物中の接種 S. Typhimurium 数の測定、増菌および
遅延二次増菌培養：観察期間中の糞便の採取は各個体から直接行い、糞便採
取後はすぐに接種 S. Typhimurium 数の測定を行った。菌数測定では糞便
1g を PBS で 10 倍段階希釈し、適切な希釈段階の糞便希釈液を 100μg/mL
リファンピシン含有 DHL 寒天培地（RFDHL）に塗抹し、37℃で 24 時間培
養後に発育したコロニー数を計測した。菌数測定で接種 S. Typhimurium が
検出されなかった検体については、引き続いて増菌培養を行った。増菌培養
では糞便 1g を 10mL の PBS で希釈した上記の糞便希釈液から 1mL 採取し、
それを 10mL のハーナ・テトラチオン酸塩培地（栄研化学株式会社）に接種





培養終了後に室温で 1 週間静置した後に、培養液を 1mL 採取し、10mL の
ハーナ・テトラチオン酸塩培地に接種し、41.5℃で 24 時間培養した培養液





 各種臓器における S. Typhimurium の検出：剖検時には肝臓、肺、脾臓、
腎臓、腸間膜リンパ節、空腸内容物および盲腸内容物を各 1g ずつ無菌的に
採取した。腸管内容物以外の各臓器は表面を火炎滅菌した後に、10mL のハ
ーナ・テトラチオン酸塩培地に懸濁し 41.5℃で 24 時間培養した。また、腸
内容物も同様に 10mL のハーナー・テトラチオン酸塩培地に懸濁し、41.5℃
で 24 時間培養した。臓器および腸内容物は培養終了後に培養液を RFEHL
培地に塗抹し、37℃で 24 時間培養し、コロニー形成の有無を観察した。発
育が観察されなかった際には、上記と糞便中の S. Typhimurium の遅延二次
増菌培養と同様に遅延二次増菌培養を実施した。  
 
 抗体測定：豚抗 O4 抗体を市販されている ELISA キット（SALMOTYPE 




 統計処理：測定された S. Typhimurium 各株の菌数は対数変換し、検出限
界以下となった検体は 0 とした。菌数測定では S. Typhimurium が検出され
ず、増菌培養あるいは遅延二次増菌培養で S. Typhimurium が検出された検
体は一律に 102CFU/g として統計処理を行った。 S. Typhimurium 数は
Student’s t-test で有意差の判定を行った。また、体温測定では試験「1．供
試菌株の選抜」では各区の接種前 2 日間の体温と、試験「2．接種菌数の検
討」では各区接種前 5 日間の体温と Student’s t-test で比較して有意差を示
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した際に発熱とした。糞便性状のスコアは Mann-Whitney U-test で統計処








ST-64 株区および ST116 株区では接種後 1 日目から糞便性状の悪化が認
められ、接種後 2 日目および 3 日目にはほぼ全頭で下痢が認められた。両区
とも接種後 5 日目以降は下痢が認められず、ST-116 株区では試験終了まで
接種後 12 日目を除く各観察日で 1~2 頭で軟便が観察されたが、ST-64 株区
では接種後 7 日目には全頭で正常便となり、その後は軟便の発現は散発的で
あった。一方、ST-5 株区および ST-8 株区では糞便性状の悪化は殆ど認め
られず、ST-5 株区で下痢および軟便が観察されたのは、接種後 3 日目に 1
頭が下痢を発現した 1 回のみであった（図 2、3）。  
 全区で接種翌日から体温上昇が見られたが、ST-8 株区では発熱には至ら
なかった。一方、ST-5 株区では接種後 1 日目から 3 日目に、ST-64 株区で
は接種後 1 日目から 4 日目にかけて、ST-116 株区では接種後 2 日目から 4
日目にかけて発熱が認められた（図 4）。各区とも接種後 1 週間以内に体温
上昇は収まった。  
 
糞便中の接種 S. Typhimurium 数の推移：接種後 1 日目から全区全頭の糞便
から S. Typhimurium が検出され、観察期間中には全頭の糞便から複数回
検出された。各区の平均 S. Typhimurium 数も接種後 1 日目には 1×
104CFU/g 以上となった（図 5）。各区の糞便中 S. Typhimurium 数の平均の
ピークは ST-5 株区では接種後 2 日目の 2.3×106CFU/g、ST-8 区では接種
後 1 日目の 2.7×104CFU/g、ST-64 株区では接種後 3 日目の 2.3×107CFU/g
および ST-116 株区では接種後 3 日目の 2.2×108CFU/g となった。  観察期
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間を通じて ST-8 株区は他の 3 区と比べて低い菌数で推移し、接種後 2 日目
には他の 3 区と、接種後 3 日目には ST-64 株区および ST-116 株区の両者と
有意差が示された。ST-5 株区の平均 S. Typhimurium 数は接種後 2 日目ま
では ST-64 株区および ST-116 株区と同程度を示したが、3 日目以降は低値
を示した。接種後 3 日目には ST-5 株区と ST116 株区間で有意差が示された。
ST-64 株区と ST-116 株区間では有意差は示されなかったが、全測定日で
ST116 株区の方が ST-64 株区よりも多い菌数を示した。  
 
各種臓器からの接種 S. Typhimurium の分離：接種後 3 日目、7 日目および
14 日目に剖検を実施し、各種臓器から接種菌の分離を試みたが、最も高率
に菌が分離されたのは各区とも接種後 7 日目であり、ST-5 株区、ST-64 株
区および ST-116 株区では 10 検体中 9 検体で陽性となったが、ST-8 株区は
10 検体中 3 検体のみが陽性となった（表 1）。接種後 14 日目には ST-5 株区、
ST-64 株区および ST-116 株区でも検出率が低下し、それぞれ 10 検体中 2
検体、3 検体および 3 検体が陽性となった。接種後 3 日目には ST-64 株区
および ST-116 株区では 5 検体中それぞれ 3 および 4 で陽性となり、ST-5




臨床症状：全区に共通して下痢等の臨床症状は ST116Rifr 接種後 1 週間以内
に多く観察され、それ以降は回復する傾向にあった（図 6）。  
ST-9 区では著しい脱水症状と沈鬱を示したために ST116Rifr 接種後 3、4、
5 および 7 日目にそれぞれ 1 頭ずつに安楽殺が施され、観察期間を耐過した
のは 5 頭中 1 頭のみで、その 1 頭でも接種後 3 日目および 4 日目に下痢が
観察された。一方、ST-7 区および ST-5 区では全頭が観察期間を耐過した。
ST-7 区では接種後 3 日目に 2 頭および接種後 12 日目に 1 頭で下痢が観察さ
れ、全頭で軟便が観察された。ST-5 区では下痢は観察されなかったが、 5
頭中 4 頭で軟便が観察された。接種後 3 日目には ST-5 区と他の 2 区の間で
接種後 4 日目に ST-9 区と他の 2 区の間で糞便性状スコアで有意差が認めら
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れた。  
 体温は接種翌日から上昇し、ST-9 区では接種後 1、3 および 5 日目、ST-7
区では接種後 2 日目から 6 日目、ST-5 区では接種後 2 および 4 日目に発熱
が認められた（図 7）。  
 
抗体価の推移：ST-9 区では接種後 3 週目には耐過した 1 頭で抗体が陽性と
なった（図 8）。ST-7 区でも接種後 4 週目には 5 頭中 3 頭で抗体陽性となり、
39 日間の観察期間中に全頭で抗体陽性となった。一方、ST-5 区では接種後
5 週目でも 5 頭中 2 頭が抗体陽性となった。  
 
糞便中 ST116Rifr 数の推移：各区の糞便中の ST116Rifr 数は接種後 7 日目ま
でにピークとなり、ピーク時の糞便中 ST116Rifr 数は ST-9 区では 4.8×
108CFU/g、ST-7 区では 1.0×106CFU/g および ST-5 区では 3.2×104CFU/g
となった（図 9）。有意差は接種後 3 日目および 4 日目に 3 区間ともに認め
られ、接種後 6 日目には ST-9 区と ST-5 区の間で認められた。  
 
糞便性状毎の ST116Rifr 数：本試験では下痢便が ST-9 区および ST-7 区で
それぞれ 7 回と 3 回観察され、合計では 10 回観察された。一方、軟便は ST-9
区、ST-7 区および ST-5 区でそれぞれ 6 回、10 回および 9 回観察され、合
計では 25 回観察された。正常便は 92 回観察された。本試験で観察された
10 個の下痢便中に含まれていた ST116Rifr 数は平均で 1.0×108CFU/g とな
った（表 2）。一方、25 個の軟便中および 92 個の正常便中に含まれていた
ST116Rifr 数は、それぞれ 1.6×104CFU/g および 7.1×101CFU/g となり、
各糞便性状間で有意差が示された。また、正常糞便 95 検体中 5 検体におい
て ST116Rifr が 1×106CFU/g 以上検出された。  
 
剖検時臓器からの菌分離：観察期間中に安楽殺を施された個体では臓器から























































































































































































































































































































































































































































図 4 S. Typhimurium 株接種後の体温の推移 



















































図 5 S. Typhimurium 株接種後の糞便中の  
S. Typhimurium 数の推移  
各区の平均糞便中 S. Typhimurium 数を示す。各記号は●が ST-5 株区、▲
が ST-8 株区、■が ST-64 株区および◆が ST-116 株区を示す。a, b は異符
号間で有意差 (p<0.05)を示す、接種後 3 日目は a と c および d、b と d で有

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































図 7  S. Typhimurium 接種後の体温の推移  
各区の平均体温を示す。各記号は●が ST-9 区、▲が ST-7 区および■が ST-5




















図 8 S. Typhimurium 接種後の抗 O4 抗体価の推移  
各区の平均抗体価を示す。各記号は●が ST-9 区、▲が ST-7 区および■が






























各区の平均糞便中 S. Typhimurium116Rifr 数を示す。各記号は●が ST-9
区、▲が ST-7 区および■が ST-5 区を示す。a、b、 c は異符号間で有意差
(p<0.05)を示す。  
図 9  S. Typhimurium 接種後の糞便中の  








 検出限界以下   2 40 
 2     26 
 <2.0-≦3.0     4 
 <3.0-≦4.0   3 7 
 <4.0-≦5.0   3 5 
 <5.0-≦6.0   5 5 
 <6.0-≦7.0 2 4 5 
 <7.0-≦8.0 2 1   
 <8.0-≦9.0 4 1   
 <9.0-≦10.0 2     
 
平均±標準誤差 
(Log CFU/g) 8.01±1.08 4.20±2.27 1.85±2.01 
 有意差（p<0.05） a b c 
 


































































































































































 本章では S. Typhimurium 感染系を確立するため、「1．供試菌株の選抜」
では異なる野外養豚場で分離された 4 株の S. Typhimurium を感染させ、豚
に対する病原性を比較した。具体的にはそれぞれ 1010CFU/頭程度を経口で
接種し、糞便性状の悪化と糞便中に排泄される接種 S. Typhimuirum 数等を
測定した。その結果、4 株の S. Typhimuirum 内の 2 株では供試豚に高率で
下痢が認められたが、残りの 2 株では糞便性状の悪化は殆ど認められなかっ
た。また、糞便中への S. Typhimurium の排菌数も、糞便性状を悪化させた
2 株の方が他の 2 株よりも高い値で推移した。近年の研究により Salmonella
の病原因子は 200 種類以上が報告されており [40]、S. Typhimurium は株毎
に病原性が異なっていることが知られている。例えば、Namimatsu らは死







認めれらた S. Typhimurium 株１株を用いて、適切な感染菌数を調査するた




を支持するものとなった [38、 42-44]。また、 Salmonella の感染菌数と
Salmonella の糞便中への排菌数も、感染菌数が多くなるほど糞便中へ排泄
される S. Typhimurium 数も多くなることが明らかとなり、これについても
過去の報告を支持するものとなった [42、44]。  
本試験により、今まで科学的な解析が十分に行われていなかった糞便性状
毎の糞便中 S. Typhimurium 数について解析することができ、糞便性状が悪
 33
化するほど糞便中の S. Typhimurium 数が多くなることを見出した。一方、
正常便の中にも 1×106CFU/g 以上の S. Typhimurium を含んでいる糞便が
認められた。Pires らによると、Salmonella 陽性の野外養豚場から出荷され
る不顕性感染豚の糞便中で、1×106CFU/g 以上の Salmonella が検出された
と報告している [45]。このことは、離乳豚および肥育豚が排泄している正常
便中にもまれに多量の Salmonella が含まれていることを示唆している。ま
た、Salmonella 感染を成立させるために必要な Salmonella 数について、5
× 102CFU/g 程 度 の S. Typhimurium が 含 ま れ て い る 糞 便 や [46]、 4×
102CFU/100cm2 の Salmonella で汚染されている環境で、Salmonella の感









本章では豚における S. Typhimurium 実験感染系を確立し、野外より分離
された ST116Rifr 株を 109CFU/頭程度経口感染させると下痢や著しい脱水
症状を示し、107CFU/頭程度経口感染させると下痢や軟便を示し、105CFU/
頭程度感染させると軟便程度の糞便性状等を示すことがわかった。また、感




































るため、出荷豚の Salmonella 陽性率の低下に継続して取り組む必要がある。 
 下痢や死亡事故が見られる豚サルモネラ症の発生農場では、発症を抑える
ために抗菌剤の投与が一般的に行われている。しかし、薬剤耐性化した








になり [52、53]、抗菌剤代替物質が益々求められている。  




群内における Salmonella の伝播を抑える必要がある [30、54]。養豚場での
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Salmonella の伝播の主な経路は糞口感染であるが、感染菌数が少ない際に
は Salmonella の感染が成立しないこともある [46、47，55]。また、感染菌
数が少ないほど、感染後の臨床症状や糞便中に含まれる Salmonella 数が少
ないことが示唆されている [38、39]。これらのことから、不顕性感染豚群内














供試豚：21 あるいは 22 日齢の SPF 豚 20 頭を当所に導入した。導入豚は




立」で選抜された、野外から分離された S. Typhimurium 116 株にリファン
ピシン耐性を付与した S. Typhimuirum 116 Rifr 株（ST116Rifr 株）を供試
した。第二章で示したように、ST116Rifr 株は豚に 1 頭あたり 107CFU を経
口接種することで下痢・軟便を発現し、105CFU を経口接種することで軟便
を発現する。また、どちらの感染菌数においても ST116Rifr 接種後の糞便か




発育させた ST116Rifr の単一コロニーを 200mL の SCD 液体培地に接種し
37℃で 5 時間振盪培養し、その後培養液の菌濃度を PBS で調整し、最後に
等量の 20% Skim Milk と混合して接種菌液として供試した。  
 
 感染試験：導入時に供試豚を各区 5 頭の 4 区（LA-hiST 区、LA-loST 区、
C-hiST 区および C-loST 区）に分け、LA の 2 区では導入時から試験終了ま
で市販飼料に乳酸を 2.8%添加した乳酸添加飼料を給与した。一方、C の 2
区では導入時から試験終了まで市販飼料を給与した。馴致期間が終了した
51 あるいは 52 日齢時に ST116Rifr を hiST の 2 区では 1 頭あたり 5.6×
106CFU/mL を 10mL 経口で接種し、 loST の 2 区では 1 頭あたり 5.6×







便をスコア 0、軟便をスコア 1、下痢便をスコア 2 とした。  
 
 糞便中および剖検時の腸管内容物中の S. Typhimurium 116Rifr 数の測定、
増菌および遅延二次増菌培養：観察期間中の糞便は各個体から直接採取し、
採取後すぐに ST116Rifr 数の測定を行った。菌数測定では糞便 1g を PBS で
10 倍段階希釈し、適切な希釈段階の糞便希釈液を 100μg/mL リファンピシ
ン含有 DHL 寒天培地（RFDHL）に塗抹し、37℃で 24 時間培養した後に発
育したコロニー数を計測した。その後、菌数測定で ST116Rifr が検出されな
かった検体について増菌培養を行った。増菌培養では糞便 1g を 10mL の
PBS で希釈した上記糞便希釈液から 1mL 採取し、それを 10mL のハーナ・
テトラチオン酸塩培地（栄研化学株式会社）に接種し、41.5℃で 24 時間培





培養液を 1mL 採取し、10mL のハーナ・テトラチオン酸塩培地に接種し、
41.5℃で 24 時間培養した培養液を RFDHL 寒天培地に塗抹し、37℃で 24
時間培養後に RFDHL 寒天培地でのコロニー形成の有無を観察した。。腸管
内容物は上記の糞便中の ST116Rifr の測定と同様に、ST116Rifr 数の測定、
増菌培養および遅延二次増菌培養を実施した。  
 
 臓器からの S. Typhimurium116Rifr の分離：剖検時には肝臓、肺、脾臓、
腎臓、扁桃、腸管膜リンパ節、回腸内容物および盲腸内容物をそれぞれ 1g
ずつ無菌的に採取し、腸管内容物以外の各臓器は表面を火炎滅菌した後に、
10mL のハーナ・テトラチオン酸塩培地に懸濁し 41.5℃で 24 時間培養した。





検体は 0 とした。菌数測定では ST116Rifr が検出されなかったが、増菌培養
あるいは遅延二次増菌培養で ST116Rifr が検出された検体は 100CFU/g とし
て統計処理を行った。ST116Rifr 数は Student’s t-test で有意差の判定を行
った。また、ST116Rifr 接種前 5 日間の体温と比較して優位差を示した際に
発熱とした。糞便性状のスコアは Mann-Whitney U-test で有意差判定を行





かったが、C-hiST 区では接種後 2 日目から軟便が観察され、接種後 6 日目
には 5 頭中 4 頭で下痢が観察され、接種後 9 日目に 1 頭で軟便が観察され
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た以降は、下痢および軟便は観察されなかった。6 日目および 7 日目には
LA-hiST 区と C-hiST 区間で有意差が認められた（図 10）。一方、LA-loST
および C-loST では糞便性状の悪化は散発的であった。  
 LA-hiST 区では体温上昇は認められなかったが、C-hiST 区では接種後 2
から 9 日目にかけて発熱が認められた（図 11）。一方、LA-loST 区では体温
上昇は認められなかったが、C-loST 区では接種後 5 から 8 日目にかけて発
熱が認められた。  
 
糞便中 S. Typhimurium 116Rifr 数の推移：糞便中 ST116Rifr のピーク時
の菌数は LA-hiST 区では接種後 2 日目の 3.2×101CFU/g、C-hiST 区では接
種後 3 日目の 1.3×105CFU/g となり、接種後 3、12 および 16 日目に LA-hiST
区と C-loST 区間で有意差が認められた（図 12）。一方、LA-loST 区のピー
ク時の糞便中 ST116Rifr 数は接種後 7 日目の 2.5CFU/g で、C-loST 区では
接種後 9 日目がピークで 1.3×104CFU/g となり、接種後 6、7、9 および 12
日目に LA-loST 区と C-loST 区間で有意差が認められた。  
 
 剖検時臓器および腸管内容物からの S. Typhimurium 116Rifr の分離：接
種後 21 日目に実施した剖検では肝臓、肺、脾臓および腎臓からは C-loST
区の肝臓の 1 検体のみで ST116Rifr が検出された（表 4）。一方、扁桃、腸
管膜リンパ節、空腸内容物および盲腸内容物中からは全区で ST116Rifr が検
出された。LA-hiST 区、C-hiST 区、LA-loST 区および C-loST 区の空腸内
容物からの ST116Rifr の検出率はそれぞれ 20％、80％、40％および 80％と
なり、盲腸内容物からの ST116Rifr の検出率は 80%、100%、40%および 80%












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 今回、我々は豚 S. Typhimurium 感染系で不顕性感染を再現し、その感染




排泄される S. Typhimurium 数は乳酸無添加の対照飼料と比べて乳酸添加
飼料の方が優位に減少しており、ピーク時でも 1×101CFU/g 以下と豚群内
の Salmonella 伝播に必要と報告されている 1×103CFU/g 以下にまで菌数を
低 下 し た こ と を 示 し た [46]。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 2.8%乳 酸 添 加 飼 料 が
Salmonella 不顕性感染豚群内の Salmonella 感染拡大防止に有効であるこ
とが示唆された。  




による糞便性状の悪化には糞便中の S. Typhimurium 数の増加を伴うが [59]、
本研究では 2.8%乳酸添加飼料が糞便中の S. Typhimurium 数を低下させる
こと、盲腸における S. Typhimurium 数を低下させることが示された。これ
らのことから、乳酸添加飼料には腸管内での S. Typhimurium の増殖を抑制
する効果があり、それらが糞便性状の悪化等の臨床症状発現の軽減につなが
るものと考えられた。  
乳酸の殺菌作用は、pH3.7 の環境中では 3 時間で 1/100 まで Salmonella
を減少させ、pH4.0 の環境中では 3 時間で 1/10 まで Salmonella を減少さ
 45


























染系でも糞便中への Salmonella 排菌数を減少させることが明らかとなった。 
 これらの結果から、第二章で確立した豚 S. Typhimurium 感染系が、抗菌
剤代替候補物質の評価に応用できることが示唆された。また、乳酸添加飼料








































































 1． in vitro での菌株の選抜  
 
 供 試 菌 株 ： 野 外 よ り 分 離 さ れ 、 当 所 に 保 存 さ れ て い た 溶 血 性 大 腸 菌
（Enterotoxigenic Escherichia coli; ETEC）13 株それぞれのリファンピシ









O139、 O141、 O147、 O149、 O153 及び O157 の 15 種類の抗 O 血清
（ Laboratorio de Referencia de E. coli 、 University of Santiago de 
Compostela, Santiago, Spain）を用いて定法に従い実施した。  
 
付着因子の検出：毒素原性大腸菌線毛抗血清「生研」（Denka Seiken Co., Ltd. 
Tokyo, Japan）を用いて定法に従い実施した。  
 
LT の検出：大腸菌易熱性エンテロトキシン検出用キット「コリスト EIA」
（Denka Seiken Co., Ltd.）を用いて定法に従い実施した。  
 
ST の検出：大腸菌耐熱性エンテロトキシン検出用キット「 VET-RPLA」
（Denka Seiken Co., Ltd.）を用いて定法に従い実施した。  
 
病原因子遺伝子の検出：付着因子の F4ab、F4ac および F4ad[79]、毒素の
LT、ST および Vero Toxin の遺伝子検出を PCR 法にて実施した [80]。  
 
 2．豚を用いた供試菌株の選抜  
 
 供試豚：1 頭の母豚より作出された CDCD 豚 7 豚を供試した（図 13）。供
試豚は作出日から 2 区（EC389 区および BD2699 区）に区分けされ、各区
別の部屋で単飼のケージで飼育された。  
 
 供試菌株：｢1． in vitro での菌株の選抜｣で選抜されたリファンピシン耐
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性の毒素原性大腸菌（ETEC）EC389Rifr 株および BD2699Rifr 株の 2 株を
供試した。  
 接種菌の菌液調整では、それぞれの株を SCD 寒天培地で培養し、発育し
てきたコロニーを Minca ISO vitalex 寒天培地（BBL Microbiology Systems 





験用代用乳飼料「SPF-LAC」（Borden Inc., Norfolkk, VA）を作出当日から
試験終了時まで給与した。  
 
 感染試験：4 日齢時の供試豚に EC389 区（n=4）には EC389Rifr 株を、
BD2699 区（ n=3）には BD2699Rifr 株を、それぞれ 1 頭あたり 5.4×









便をスコア 0、軟便をスコア 1、下痢便をスコア 2 とした。  
 
 糞便中および消化管内容物中の接種 ETEC 数の測定：観察期間中の糞便
の採取は各個体から直接行った。糞便は採取後すぐに接種 ETEC の菌数測
定に供試した。菌数測定では糞便 1g を PBS で 10 倍段階希釈し、適切な希









切断し、その割面を RFDHL 寒天培地に押し付け、37℃、24 時間培養後の
コロニーの発育の有無で判定を行った。血液は直接 RFDHL 寒天培地に塗抹




供試豚：2 頭の母豚より作出された CDCD 豚 18 頭を供試した。供試豚は
作出日に 4 区（ETEC-4、ETEC-6、ETEC-8 および陰性対照区）に区分け
され、各区はそれぞれ別の部屋で、単飼用のケージで飼育された。  
 
 供試菌株：「1． in vitro での菌株の選抜」および「2．豚を用いた供試菌
株 の 選 抜 」 で 選 抜 さ れ た リ フ ァ ン ピ シ ン 耐 性 を 有 す る 毒 素 原 性 大 腸 菌
EC389Rifr 株を供試した。  
 接種菌の菌液調整は｢2．豚を用いた供試菌株の選抜｣と同様に行った、す
なわち EC389Rifr 株を SCD 寒天培地で培養し、発育してきたコロニーを
Minca ISO vitalex 寒天培地（BBL Microbiology Systems Cookeysville, Md）









感染試験：供試豚は 4 日齢時に供試菌株である EC389Rifr 株を経口で接種
され、ETEC-8 区（n=4）では 1 頭あたり 4.3×108CFU、ETEC-6 区（n=5）
では 1 頭あたり 4.3×106CFU、ETEC-4 区（n=5）では 1 頭あたり 4.3×







正常便をスコア 0、軟便をスコア 1 および下痢便をスコア 2 とした。  
 
 糞便中および腸管内容物中の E.Coli 389Rifr 数の測定：観察期間中の糞便
の採取は各個体から直接行った。糞便中の EC389Rifr 数の測定では、糞便
1g を PBS で 10 倍段階希釈し、適切な希釈段階の糞便希釈液を 100μg/mL





1． in vitro での菌株の選抜  
 
供試菌株の選抜：対象とした 13 株の内、付着因子は 12 株で F4（K88)の発
現および遺伝子が保持されていることが確認され、残りの 1 株は F5 の発現
が確認された（表 5）。LT の遺伝子は 12 株で保有されており、その内の 2
株で発現が認められた。一方、ST は STⅠ遺伝子が 5 株で、STⅡ遺伝子が
12 株で保有されており、STⅠ遺伝子およびⅡ遺伝子の両方を保有していた
4 株の内の 1 株で ST の発現が確認された。13 株全てで VT 遺伝子の保有は
認められなかった。  
 本試験では、凝集因子の F4 の発現が認められ、毒素として LT の発現が
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認められた EC389Rifr 株および EC412Rifr 株の 2 株の内 STⅠおよび STⅡ
両方の遺伝子の保有が認められた EC389Rifr 株と、F4 の発現が認められ、





臨床症状：EC389 区では安楽殺を実施したのは、接種後 1 日目の 1 頭のみ
であったが、BD2699 区では接種後 2 日目に 3 頭中 2 頭の安楽殺を実施した。 
糞便性状の悪化については接種後 8 時間目には EC389 区および BD2699
区でそれぞれ 4 頭中 3 頭および 3 頭中 2 頭で軟便が観察された（図 14-15）。
接種後 1 日目には EC389 区で 3 頭中 2 頭が下痢を発現し、BD2699 区では





糞便中の ETEC 数推移：接種後 8 時間目には EC389 区および BD2699 区の
両区全頭の糞便から接種 ETEC が検出され、糞便中にはそれぞれ 6.2×




消化管各部位の ETEC 数：7 日間の観察期間を生残耐過した供試豚では十二
指腸では EC389 区および BD2699 区でそれぞれ 8.7×103CFU/g および 1.4
×107CFU/g の菌が検出された。空腸では 2.0×107CFU/g および 6.6×
107CFU/g の菌が検出され（図 17）、十二指腸および空腸で EC389 区の方が
BD2699 区より少ない菌数を示した。  
 本研究で臨床症状が著しく悪化したために安楽殺を施した EC389 区の 2
頭および BD2699 区の 1 頭の 3 頭では十二指腸で 2.0×108CFU/g の菌が検
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出され、空腸でも 6.6×108CFU/g の菌が検出された。安楽殺を施された豚
の十二指腸の ETEC 数は EC389 区の生残豚と比べて有意に多かった。  
 
各種臓器からの接種 ETEC の分離：EC389 区および BD2699 の耐過豚の肺、
肝臓、腎臓、脾臓、心臓および扁桃からは接種 ETEC は分離されなかった
が、EC389 区では 3 頭全頭の腸間膜リンパ節から分離された（表 6）。  
 一方、安楽殺を施された豚の肺、腎臓、扁桃からは接種 ETEC が分離さ




臨床症状：ETEC-6 区および ETEC-8 区では接種後 1 日目にそれぞれ 5 頭
中 4 頭および全頭で下痢を発現した（図 18）。一方、ETEC-4 区では接種後
1 日目では 5 頭中 1 頭で下痢が確認され、接種後 2 日目には全頭で下痢が確
認された。ETEC-8、ETEC-6 および ETEC-4 区では接種後 10 日目以降で
は糞便性状の改善が認められた。  
陰性対照区では接種後 2 日目に 4 頭中 2 頭で軟便が観察され、その後も
軟便が観察され続け、接種後 6 日目には全頭で下痢を発現した。接種後 7
日目以降では陰性対照区の糞便性状には改善が認められた。  
 
糞便中の E. coli 389Rifr 数の推移：糞便中の EC389Rifr 数は接種後 1 日目
には ETEC-6 区および ETEC-8 区で 108CFU/g まで増加した（図 19）。一方、






剖検時腸管内容物中の E. coli 389Rifr 数：ETEC-4、ETEC-6 および ETEC-8
区の EC389Rifr 数は盲腸、結腸および直腸では 1×107CFU/g 以上となった
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（図 20）。一方、ETEC-8、6 および 4 区の 3 区全てで EC389rifr 数は回腸、
空腸、十二指腸と腸管上部に移行するに従い減少したが、区間で有意差は認
められなかった。  







































































































































































































































































































































































































































































































































































































図 16 EC389Rifr および BD2699Rifr 接種時の  
糞便中接種 ETEC 数の推移  




























図 17 剖検時消化管各部位の EC389Rifr および BD2699Rifr 数  
バーは左が EC389 区、中央が BD2699 区、右が安楽殺豚を示す。  
a、b 異符号間で有意差あり（p<0.05）  
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図 19 EC389Rifr 接種時の糞便中接種 EC389Rifr 数の推移  
■は ETEC-4 区、▲は ETEC-6 区、●は ETEC-8 区、◇は陰性対照区を示す。EC389Rifr
株あるいを 108(ETEC-8 区 )、106(ETEC-6 区 )あるいは 104(ETEC-4 区 )CFU/頭経口接種


























図 20 消化管各部位の EC389Rifr 数  




 本章では ETEC による下痢症の感染系を確立するために、当所に保存さ
れていた大腸菌株を対象に供試菌株の選抜を実施した。選抜され、その後の
感染試験に供試された EC389Rifr 株は付着因子である F4 遺伝子、下痢原性













 豚を用いた大腸菌実験感染系では過去の報告と同様に接種後 1 日目ある
いは 2 日目から下痢の発現が認められ、さらに接種 8 時間後には糞便中への




















種 ETEC が少ないと ETEC が腸管内で発症レベルまで増殖するのに時間を
要したためとも考えられるが、更なる研究が必要となる。  
 本研究では感染豚の糞中への排菌数は 108CFU/g 程度で安定しており、過





 剖検時の消化管各部位の ETEC 数も回腸より下部の消化管では安楽殺を
施した豚でも、耐過豚でも 108CFU/g から 109CFU/g 程度の ETEC が検出さ
れており差は認められなかった。一方、接種した ETEC の 2 株の内、死亡
頭数が少なかった EC389 株区では回腸より上部の消化管では ETEC 数が減
少したが、もう一方の BD2699 株区や安楽殺を施された豚では消化管上部
に向けて ETEC 数の減少は認められず、十二指腸では安楽殺した豚と
EC389 株区で有意差が認められた。過去の報告でも ETEC の発症には消化
管上部での増殖が重要であることが報告されており [89]、本研究でも消化管
上部で増殖した株や個体では臨床症状が強く発現したと考えられる。  




















ETEC 数ではなく、剖検時の小腸部での ETEC 数の方が活用できることが
示唆された。本章では 14 日間の観察期間を設けたが、試験用代用乳の給与













































れた乳酸等の有機酸の ETEC に対する効果については、Tsiloyiannis らが
野外の ETEC による離乳後下痢症発症農場において、1.6%乳酸添加飼料と
併せて 1.0%プロピオン酸、1.2%ギ酸、1.2%リンゴ酸、1.5%クエン酸および







れなかったが、Cole らや Thomlinson らは有機酸添加により消化管内の pH
が低下することを見出し、pH が低下した結果 ETEC の増殖が抑制されると






そこで、本試験では乳酸添加飼料の 2 段階に設定し、ETEC に対する乳酸
の濃度による ETEC に対する効果について、ETEC 感染系で検証すると共




供 試 豚 ： 2 頭 の母 豚 から 帝 王 切開 で 作 出さ れ 、 初乳 を 摂 取し て い な い
（ caesrean-derived and colostrum-derived）CDCD 豚を 18 頭供試した。
供試豚は作出日に 4 区（2%LA 区、1%LA 区、陽性対照区および陰性対照区）
に区分けされ、各区別の部屋で単飼ケージで飼育された。  
 
供試菌株：前章で選抜した EC389Rifr 株を供試した。前章では EC389Rifr
を 1 頭あたり 4.3×104CFU を経口接種すると全頭で下痢を発現し、糞便中
からも安定して EC389Rifr が検出されることが明らかとなった。  
接種菌株の調整は前章と同様に実施した。すなわち、EC389Rifr を SCD
寒天培地で培養し、発育してきたコロニーを Minca ISO vitalex 寒天培地
（BBL Microbiology Systems Cookeysville, Md）に継代、塗抹し、37℃で











感染試験：供試豚を 4 区に分け、2%LA 区（n=5）、1%LA 区（n=5）、陽性
対照区（n=5）および陰性対照区（n=3）にそれぞれの飼料を作出日から給
与した。4 日齢時に 2%LA 区、1%LA 区および陽性対照区では EC389Rifr







正常便をスコア 0、軟便をスコア 1、下痢便をスコア 2 および水様便をスコ
ア 3 とした。  
 
糞便中および消化管内容物中の E. coli 389Rifr 数の測定：観察期間中の糞便
の採取は各個体から直接行った。糞便は採取後すぐに EC389Rifr 数の測定
を行った。菌数測定では糞便 1g を PBS で 10 倍段階希釈し、適切な希釈段
階の糞便希釈液を 100μg/mL リファンピシン含有 DHL（RFDHL）に塗抹
し、37℃で 24 時間培養後に発育した後に発育したコロニー数を計測した。 
 




断し、その割面を RFDHL 寒天培地に接種し 37℃、24 時間培養後のコロニ
ーの発育の有無で判定を行った。血液は直接 RFDHL 寒天培地に塗抹し、








臨床症状：陽性対照区では接種後 3 日目までに 5 頭中 3 頭が安楽殺され、
残りの 2 頭でも 4 日目以降では水溶性下痢が観察された（図 21）。1%LA 区
では接種後 3 日目に 5 頭中 1 頭が安楽殺された。1%LA 区の残りの 4 頭で
も糞便性状の悪化は観察され、2 頭で水溶性下痢、1 頭で下痢、1 頭で軟便
が観察された。一方、2%LA 区では全頭が生存耐過し、糞便性状の悪化も下
痢および軟便がそれぞれ 1 および 2 回観察されるにとどまった。  
 陰性対照区では接種後 3 日目をピークに軟便が観察されたが、試験期間を
通じて下痢は観察されなかった。  
 
糞便中の EC389Rifr 数の推移：糞便中の EC389Rifr 数がピークの 1010CFU/g
程度まで増加したのは、陽性対照区では接種後 2 日目、1%LA 区および 2%LA
区では接種後 3 日目となった（図 22）。接種後 3 日目以降は全区とも
1010CFU/g 程度の EC389Rifr が試験終了まで継続して検出された。  
 
剖検時腸管内容物中の EC389Rifr 数：胃では陽性対照区では 4.1×106CFU/g
の EC389Rifr 数が認められ、2%LA 区では全頭が検出限界以下となり、両者
の間で有意差が認められた（図 23）。また、胃より下部の消化管各部位でも
2%LA 区の方が、1%LA 区および陽性対照区より少ない EC389Rifr 数を示し
ており、十二指腸では陽性対照区と 2%LA 区間で、空腸では陽性対照区と
2%LA 区および 1%LA 区でそれぞれ有意差が認められた。盲腸、結腸および
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直腸での EC389Rifr 数は陽性対照区および 1%LA 区で 2×109CFU/g 程度を




器から EC389Rifr は分離されなかった (表 7)。陽性対照区の耐過豚で肝臓、
腎臓および扁桃からそれぞれ 1 検体で EC389Rifr が分離されたが、それら
は全て同一豚に由来していた。  
一方、安楽殺豚では肺、腎臓、心臓、脾臓および扁桃から EC389Rifr が
分離され、4 頭中 2 頭では血液からも EC389Rifr が検出された。  
 
剖検時消化管内容物の pH：各区の pH に差は認められず、各区の平均 pH
は胃では 3.6 から 3.9 で、十二指腸から回腸における小腸では 6.1 から 6.4、














































































































































































































































































































図 22 EC389Rifr 接種時の EC389Rifr 数の推移  
■が 2%LA 区、▲が 1%LA 区、●が陽性対照区およ◇が陰性対照区を示す。  
a、b 異符号間で有意差あり（p<0.05）  
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  図 23 消化管各部位における EC389Rifr 数  
バーは左から青色が 2%LA 区、赤色が 1%LA 区および黒色が陽性対照区をそ
れぞれ示す。  


































































































































































































































胃 十二指腸 空腸 回腸 盲腸 結腸 直腸
pH
 
図 24 消化管各部位における pH 




















第四章の 2．接種菌数の検討では盲腸より上部の消化管では ETEC 数が減少
していた。これは第四章の 2．接種菌数の検討では剖検時に臨床症状が回復
していたためと考えられる。  







示唆された。ETEC 感染の発症時には上部消化管で ETEC が増殖している
ことが知られており [89]、乳酸 2%添加には消化管での ETEC の増殖を抑制
したために糞便性状が悪化しなかったとものと考えられる。  
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 一方、糞便中に排泄される ETEC 数は乳酸 2%添加と乳酸 1%添加で差は
認められなかった。これは剖検時に直腸で乳酸 2%添加と 1%添加でほぼ同
程度の菌数を示していたことと一致する。  
 乳酸の殺菌作用は周囲の pH が 4.0 では発揮されるが、4.4 では発揮され
ないと報告されており [60]、本研究における剖検時の pH から、胃では殺菌
作用が期待できるが、十二指腸より下部の消化管では pH6.0 以上であるた
め、乳酸の殺菌作用は胃で発揮されることが示唆された。Li らも胃、十二
指腸、回腸の pH をそれぞれ 3.27、5.75、6.94 と報告している [100]。今回
の研究では、胃および腸管の pH に乳酸の影響は認められなかった。2%乳
酸添加飼料が ETEC による糞便性状の悪化を軽減できたことの理由の一つ
として、乳酸の添加濃度が高い 2%の方が胃で殺菌される ETEC が多かった
ためと考えられる。  
 一方、第三章で実施した Salmonella Typhimurium 感染系を用いた乳酸
添加飼料の評価では、2.8%乳酸添加飼料が糞便中の S. Typhimurium 数を
著しく低下させることがわかったが、本章でも 2%乳酸添加飼料区では盲腸




















































 第四章では、安定した ETEC 感染系を確立するために、CDCD 豚を用い
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